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
Los microsatélites son marcadores moleculares ampliamente 
utilizados en estudios de biodiversidad, siendo particularmente 
útiles en la identificación varietal. Otra de las aplicaciones más 
recientes de los microsatélites se halla en el campo de la 
agroalimentación, siendo una herramienta útil en el desarrollo de 
sistemas de trazabilidad y autentificación. La comparación de 
secuencias y genomas (genómica comparativa) ha permitido 
recientemente desarrollar nuevas herramientas como los 
polimorfismos de un solo nucleótido (SNP; del inglés, “Single 
Nucleotide Polymorphisms”) e inserciones/deleciones (del inglés, 
“indels”), que completan la cobertura genómica de los microsatélites. 
Los principales objetivos de esta tesis son el uso y evaluación de: i) 
marcadores microsatélite basados en secuencias nucleares, como 
herramientas en el estudio y caracterización de la agrodiversidad, en 
especies olvidadas e infrautilizadas (cultivos prometedores), como la 
higuera; y ii) marcadores microsatélite e inserciones/deleciones 
basados en la comparación de genomas de cloroplastos de olivo, 
para la identificación varietal y la aplicabilidad de ellos a la 
trazabilidad de los aceites de oliva de distintas variedades. Los 
resultados han demostrado que se trata de herramientas eficaces en 
la caracterización de este germoplasma local, poniendo de 
manifiesto la gran variabilidad que éste alberga. Todo ello ha 
permitido identificar variedades de olivo, tanto a partir de hoja como 
de aceite. Algunos de los haplotipos identificados pueden ser 
empleados en la trazabilidad del aceite de oliva. 
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Microsatellites are molecular markers widely used for biodiversity 
studies, being particularly useful in varietal identification. A more 
recent application of these markers is in the agrifood field, being a 
suitable tool for the development of authentication and traceability 
systems. Comparisons of sequences and genomes (comparative 
genomics) have recently allowed the development of new tools, such 
as single nucleotide polymorphisms (SNP) and insertions/deletions 
(indels), which complete the genomic coverage of microsatellites. 
The main goals of the present thesis are the use and evaluation of: i) 
nuclear sequence-based microsatellite markers, as a tool for the 
study and characterization of the agrodiversity in neglected and 
underutilized species (promising crops), such as the fig tree; and ii) 
microsatellite and indel markers, based on comparisons of genome 
chloroplast of the olive tree, for varietal identification and their 
application to the traceability of olive oils from different varieties. 
Nuclear sequence-based microsatellite markers have been selected 
to evaluate the germplasm agrodiversity in fig tree. The presence of 
unique alleles has allowed the discrimination amongst local 
populations. The results have demonstrated that these markers are 
effective tools in the characterization of this local germplasm, 
revealing a high level of variability. All this has allowed the 
identification of olive tree varieties, both from the leaves and from 
the olive oils. Some haplotypes could be used for olive-oil 
traceability purposes. 
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El desarrollo y uso de marcadores moleculares para la 
detección y la explotación de los polimorfismos presentes en el ADN 
es uno de los logros más significativos en el campo de la biología 
molecular. Desde 1980, los marcadores moleculares han sido una 
herramienta clave en Genética, tanto en el campo de la Mejora 
Vegetal como en otras aplicaciones. La tecnología de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, “Polymerase Chain 
Reaction”) permite amplificar ácidos nucleicos in vitro (Mullis et al. 
1986). De este modo, se desarrolló una nueva generación de 
marcadores moleculares, al inicio de la década de los 90, para 
identificar polimorfismos. 
Entre todos ellos, los marcadores microsatélite, o secuencias 
repetidas simples (SSR; del inglés, “Simple Sequence Repeats”), 
fueron propuestos como los “marcadores de elección”. Entre sus 
características, destacan las siguientes: i) poseer carácter 
codominante; ii) exhibir un alto nivel de polimorfismo y poder de 
discriminación; iii) estar ampliamente distribuidos por todo el 
genoma; y iv) ser fácilmente automatizados, permitiendo además una 
sencilla interpretación de los resultados (Litt y Luty 1989; Tautz 1989; 
Powell et al. 1996). De hecho, estos marcadores han sido usados en 
numerosos estudios de genética de poblaciones y mapeo genético. 
Son útiles y eficaces en el análisis de la variabilidad genética de 
poblaciones silvestres, cultivadas y colecciones de germoplasma 
(Varshney et al. 2007; Kalia et al. 2011). 
Por otra parte, estos marcadores moleculares pueden 
emplearse para la trazabilidad en el sector de la alimentación, a fin 
de garantizar el origen y detectar posibles fraudes. De este modo es 
posible certificar que los alimentos o sus componentes poseen un 
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origen conocido, y que éste se mantiene en cualquier punto de la 
cadena de suministro (Woolfe y Primrose 2004). 
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1 .  Uso de marcadores moleculares para la 
conservación de recursos f itogenéticos 
 
1 .1 .  Conservación y caracterización de la agrodiversidad 
 
La agrodiversidad es un concepto amplio, en el cual se 
incluyen componentes de diversidad biológica relevantes para la 
alimentación y la agricultura. Ello engloba la biodiversidad de 
plantas, animales y microorganismos, necesarios para mantener las 
funciones principales de los agroecosistemas, así como de sus 
estructuras y procesos. El mantenimiento y la conservación de la 
diversidad biológica es fundamental, ya que de ella depende la 
capacidad de adaptación y el equilibrio de estos sistemas, lo cual es 
en última instancia necesario para mantener la producción agrícola 
(Cromwell et al. 2003). 
La agricultura ha ido reduciendo el número de cultivos a lo 
largo del tiempo, al elegir los agricultores las especies con mayor 
rendimiento económico. A este efecto también ha contribuido la 
desaparición de las pequeñas parcelas familiares, generalmente ricas 
en biodiversidad, en favor de las grandes superficies de 
monocultivos. Los cultivos mayoritarios o megacultivos fueron la 
base de la denominada “Revolución Verde”, propiciada por 
programas intensivos de mejora genética que permitieron 
incrementar los rendimientos. No obstante, este tipo de cultivos 
suelen requerir altos insumos. Esta evolución de la agricultura ha 
servido para abastecer a una población cada vez más numerosa, 
pero ha tenido y está teniendo consecuencias negativas. Entre ellas 
se encuentran la reducción e incluso pérdida de variedades 
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tradicionales (“erosión genética”), junto con las prácticas agrícolas 
sostenibles asociadas a su cultivo (Mathur 2011). 
Por suerte, la creciente concienciación de los organismos 
internacionales ha promovido iniciativas a fin de salvaguardar y 
conservar estos recursos genéticos en peligro. En la Conferencia de 
las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo, 
(Convenio sobre la Diversidad Biológica, 1992) se propusieron dos 
opciones para la conservación de los recursos genéticos de la 
agrodiversidad: la conservación in situ y ex situ. La primera hace 
referencia a la conservación de los ecosistemas y hábitats naturales, 
con el objetivo de conservar las poblaciones en sus entornos 
naturales. En la segunda, la conservación de la diversidad de estos 
recursos se lleva a cabo fuera de sus hábitats naturales (bancos de 
germoplasma). 
Aunque ambas estrategias de conservación son 
complementarias y a veces necesarias, la conservación in situ es 
más sostenible y dinámica. Así, permite no sólo la conservación de la 
especie de interés y su agroecosistema, sino también el 
mantenimiento del material genético y el entorno que originó su 
biodiversidad. Esta estrategia ha tenido especial relevancia en la 
protección de la diversidad genética de variedades silvestres afines a 
las cultivadas, cultivos ancestrales y variedades tradicionales o 
endémicas. En cualquier caso, los beneficios que ambas estrategias 
conllevan son evidentes. Sin embargo, para que estas sean 
eficientes, es fundamental llevar a cabo una caracterización, 
evaluación y catalogación adecuadas de los recursos genéticos en 
peligro (Karp et al. 1997). 
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1 .2 .  Conservación de cultivos infrauti l izados 
 
Una de las iniciativas internacionales para proteger y 
potenciar la biodiversidad se ha centrado en la conservación, 
conocimiento y fortalecimiento de los denominados cultivos 
infrautilizados. Su objetivo es revalorizarlos, al tratarse de cultivos 
“prometedores” para el futuro. En su mayoría, suelen ser cultivos 
tradicionales que generalmente necesitan menos insumos, y que se 
encuentran adaptados a las condiciones locales. En el pasado, estas 
especies infrautilizadas fueron más ampliamente cultivadas, pero en 
la actualidad están cayendo en desuso, debido a diversos factores 
agronómicos, genéticos, económicos y culturales. Además, los 
propios agricultores encuentran que estos cultivos son menos 
competitivos que otras especies en el mismo entorno agrícola, desde 
un punto de vista económico. A este aspecto socio-económico 
puede unirse el declive eco-geográfico de estas especies, que puede 
llegar a erosionar su biodiversidad y limitar las opciones futuras de 
desarrollo (IPGRI 2002). 
 
1 .3 .  La higuera como cultivo tradicional infrauti l izado y 
su caracterización 
 
La higuera común (Ficus carica L.) pertenece a la familia 
Moraceae. Su origen se ubica en el suroeste de Asia y en el este de 
la región mediterránea. Se trata de uno de los cultivos más antiguos 
de esta zona. De hecho, algunos estudios sugieren que podría ser 
una de las primeras especies domesticadas por el hombre (Kislev et 
al. 2006). 
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La higuera, que originariamente era monoica, ha 
evolucionado a dioica; es decir, que tiene las flores de cada sexo en 
pies de planta separados. El denominado cabrahígo (higuera 
silvestre o bravía) es masculino, de infrutescencias no comestibles. 
Por su parte, el pie femenino es objeto de cultivo por sus 
infrutescencias (higos y brevas). Dentro de la forma femenina se 
encuentran cuatro tipos, clasificados de acuerdo a sus necesidades 
de polinización y cultivo. Por un lado están las conocidas como 
higueras “persistentes” o partenocárpicas, que no requieren 
polinización. Este grupo incluye dos tipos: uníferas, si producen una 
cosecha de higos al año; o bíferas, si producen dos cosechas 
(generalmente, una de brevas y otra de higos). En estas últimas, las 
brevas se forman sobre la madera vieja del año anterior, pasando el 
invierno sobre pequeños botones, madurando en junio. 
Posteriormente, estas higueras dan una segunda cosecha (la de 
higos), a partir de agosto. Por otro lado se encuentran aquellas 
variedades que necesitan polinización para la fructificación. Ésta es 
llevada a cabo por el himenóptero Blastophaga psenes L. 
(caprificación). En este grupo se incluyen las variedades de tipo San 
Pedro, que producen una primera cosecha de brevas sin necesidad 
de polinización, y una segunda de higos con caprificación. También 
son incluidas en este grupo las de tipo Esmirna, que producen una 
cosecha de higos con caprificación (Stover et al. 2007). 
A pesar de ser la higuera uno de los cultivos más antiguos y 
tradicionales de la zona del Mediterráneo, ha ido decreciendo por 
diversas causas (urbanización, aumento de los cultivos intensivos, 
ausencia de caprificación, excesiva sequía, etc.) (Salhi-Hannachi et al. 
2004). Aunque en los últimos años ha aumentado la demanda y 
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consumo de sus infrutescencias, la higuera se encuentra catalogada 
como un cultivo infrautilizado a día de hoy. 
Este cultivo cuenta con un amplio número de variedades, así como 
una alta plasticidad y adaptabilidad fisiológica. Ello ha favorecido las 
sinonimias (los mismos cultivares con diferentes denominaciones) y 
homonimias (cultivares diferentes bajo la misma denominación), que 
dificultan la identificación varietal (Giraldo et al. 2010). Por estas 
razones, se han iniciado investigaciones a fin de identificar y 
preservar la diversidad genética de esta especie. Todo ello permitirá 
potenciar el desarrollo de este cultivo de una forma sostenible, y 
hacer que su mercado sea transparente y competitivo (Zonneveld et 
al. 2014). 
 
1 .3 .1 .  Caracterización morfológica de la higuera 
 
Una de las primeras herramientas usadas para la 
caracterización varietal de la higuera fue desarrollada por grupos 
internacionales de expertos (IPGRI-CIHEAM 2003). De esta forma se 
elaboró una lista de descriptores basados en características 
morfológicas. Sin embargo, a pesar de que la elección de estos 
rasgos se realiza en base a su estabilidad bajo diferentes 
condiciones del medio ambiente, la caracterización morfológica de la 
higuera es compleja, debido las peculiaridades de esta especie. Entre 
ellas se encuentra la existencia de dos cosechas diferentes (higos y 
brevas, como se ha indicado anteriormente), cuatro tipos de hojas, 
compleja estructura floral (inflorescencia), etc. Por otra parte, el gran 
número de descriptores morfológicos disponibles, así como la 
necesidad de su análisis durante un mínimo de dos años 
consecutivos, implica un alto coste de tiempo y recursos. Aún siendo 
INTRODUCCIÓN 
  
 13 
la selección de estos descriptores morfológicos cuidadosa, se trata 
de características fenotípicas que pueden verse afectadas por 
diferentes factores abióticos y bióticos. Por tanto, la clasificación 
morfológica puede ser ambigua e insuficiente para lograr una 
caracterización precisa de los cultivares de esta especie (Achtak et al. 
2010). 
 
1 . 3 . 2 .  C a r a c t e r i z a c i ó n  g e n o t í p i c a  d e  l a  h i g u e r a  
 
Los marcadores moleculares han sido usados para la 
identificación varietal y estudios de diversidad genética en especies 
frutales (Wünsch y Hormaza 2002). Los marcadores moleculares no 
están influenciados por el estado de desarrollo de la planta ni por las 
condiciones ambientales. Así, permiten resolver los problemas de la 
clasificación morfológica (Aradhya et al. 2010). De hecho, estos 
marcadores se han usado en la identificación varietal y en el análisis 
de la variabilidad genética (Cabrita et al. 2001; Khadari et al. 2005; 
Dalkilic et al. 2011). En particular, los microsatélites han sido descritos 
en la higuera como los marcadores moleculares más adecuados y 
eficientes en el análisis de la variabilidad, caracterización varietal, 
identificación de entradas en bancos de germoplasma, 
establecimiento de colecciones de referencia, detección de 
sinonimias y homonimias, y gestión de la biodiversidad (Khadari et 
al. 2003; Khadari et al. 2005; Saddoud et al. 2007; Giraldo et al. 2008; 
Achtak et al. 2010; Aradhya et al. 2010; Chatti et al. 2010; Do Val et al. 
2013). 
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2. Marcadores moleculares al servicio de la 
calidad de consumo 
 
2.1 .  Calidad y trazabil idad alimentaria 
 
A raíz de las crisis alimentarias que se dieron en Europa en el 
siglo XX (la contaminación del aceite de colza, el accidente nuclear 
de Chernóbil, el rebrote de la fiebre aftosa, la encefalopatía 
espongiforme bovina, etc), apareció una preocupación generalizada 
sobre el origen de los alimentos. Esto llevó a cuestionar la 
efectividad de los sistemas de control alimentario implantados hasta 
la fecha. Paralelamente, diversos factores como el crecimiento de la 
población, el aumento de la urbanización y los avances tecnológicos 
promovieron cambios significativos en la producción de alimentos. 
En este marco, se hizo cada vez más necesaria la implantación de 
una mayor supervisión en cada uno de los eslabones involucrados 
en la cadena alimentaria, la cual parte desde los productores 
primarios hasta los consumidores. De este modo, se propuso 
alcanzar el objetivo principal de garantizar la calidad de los 
alimentos (Dalvit et al. 2007). 
Esta necesidad llevó en 1997 a la aprobación del “Libro Verde” 
sobre los Principios Generales de la Legislación Alimentaria. De este 
manera, las autoridades comunitarias europeas promovieron un 
debate público sobre seguridad alimentaria. Como consecuencia, en 
el año 2000 se publicó el “Libro Blanco” sobre la Seguridad 
Alimentaria, en el que se describieron el conjunto de acciones 
necesarias para actualizar la legislación existente en la Unión 
Europea. Esta normativa tuvo como objetivo favorecer la 
aplicabilidad de la legislación y promover la recuperación de la 
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confianza del consumidor, alterada tras las crisis alimentarias 
mencionadas anteriormente. Ello llevó a un nuevo marco legislativo 
regulador, a través del Reglamento (CE) Nº 178/2002 del Parlamento y 
el Consejo Europeo de 28 de enero. De este modo, quedaron 
establecidos los principios y requisitos de la legislación alimentaria, 
creándose la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). 
Este reglamento se basó en el control de todas las etapas de 
producción y distribución de los alimentos. Asimismo, incluyó los 
principios de la aplicación de los análisis de riesgo, transparencia, 
trazabilidad y precaución. 
Como consecuencia, tomó relevancia el concepto de 
trazabilidad alimentaria, que es “la posibilidad de encontrar y seguir 
el rastro, a través de todas las etapas de producción, transformación 
y distribución, de un alimento, un pienso, un animal destinado a la 
producción de alimentos o una sustancia destinados a ser 
incorporados en alimentos o piensos o con probabilidad de serlo” 
(artículo 3 del Reglamento 178/2002). De este modo, se han aplicado 
normas para etiquetar e identificar productos alimentarios 
comercializados, tanto propios como importados en la Unión 
Europea (UE), desde el 1 de enero de 2005. El objetivo de este sistema 
es posibilitar la trazabilidad de los productos alimentarios en la 
cadena comercial. De esta forma, se garantiza el origen y la calidad, 
permitiendo detectar y retirar del mercado los productos 
defectuosos. Por tanto, la trazabilidad beneficia a consumidores y 
productores (Golan et al. 2003). 



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2.2.  Denominaciones de origen e indicaciones 
geográficas 
 
En el mercado agroalimentario actual existen productos de la 
misma categoría, pero con diferentes atributos. Por otro lado, los 
consumidores de los países desarrollados son cada vez más 
exigente, demandando productos con valor nutricional y de salud 
añadidos, con seguridad alimentaria y protección del medio 
ambiente. En este marco socio-económico actual ha surgido la 
necesidad de una identificación y diferenciación de los productos 
que se comercializan y consumen. Se trata, además, de una 
estrategia comercial que permite resaltar los atributos de ciertos 
productos frente a otros competidores. De esta forma, se puede 
identificar el valor añadido de un producto, que de otro modo 
pudiera no ser directamente evidente (Caputo et al. 2011). 
Las demandas y exigencias citadas anteriormente, junto con 
la voluntad de algunos países de proteger sus producciones 
agrícolas, tradiciones, cultura y sostenibilidad ecológica, promovieron 
que la Unión Europea implantara tres etiquetas de calidad 
agroalimentaria. Se trata de la “Denominación de Origen Protegida” 
(DOP), la “Indicación Geográfica Protegida” (IGP) y la “Especialidad 
Tradicional Garantizada” (ETG) [Reglamento (EC) 2081/92, Reglamento 
(EC) No. 510/2006 hoy en día vigente] (Fig. 1). De este modo, al estar 
la calidad vinculada al origen, se contribuye al valor añadido del 
producto, contribuyendo a preservar los recursos locales y la 
diversidad (Sciarra y Gellman 2012). 

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
Figura 1 .  Et iquetas de cal idad agroalimentaria en la Unión 
Europea  

2.3.  Trazabil idad del aceite de oliva 
 
El aceite de oliva virgen es producido directamente a partir 
de la aceituna o fruto del olivo (Olea europea L.), usando únicamente 
métodos mecánicos y físicos. En otras palabras, el aceite de oliva 
virgen es un zumo de fruta. Este alimento es reconocido 
mundialmente por su valor nutricional, características organolépticas 
y beneficio para la salud, formando parte fundamental de la llamada 
“Dieta Mediterránea” (López-Miranda et al. 2010). De hecho, fue 
catalogado en 2004 por la Agencia de alimentos y medicamentos 
(FDA; del inglés, “Food and Drug Administration”) de los Estados 
Unidos de América (EE.UU.) como sustancia medicinal, debido a sus 
beneficios terapéuticos para reducir el riesgo de enfermedades 
coronarias (Roche et al. 2000). Las características peculiares del 
aceite de oliva dependen principalmente de la variedad de aceituna, 
pudiendo modificarse por factores edafoclimáticos (Di Vaio et al. 
2013). 
El aceite de oliva posee un valor económico superior al de 
otros aceites vegetales, debido principalmente al elevado coste de la 
mano de obra de su cultivo, incluyendo la recolección del fruto. Ello 
incrementa las probabilidades de fraudes: i) refinamiento, que está 
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expresamente prohibido para el aceite de oliva virgen; ii) adición de 
aceites de menor calidad; y iii) falsificación del origen geográfico 
(Gallina Toschi et al. 2013). Las certificaciones DOP e IGP pueden 
servir para identificar la calidad del aceite de oliva, protegiendo a 
productores y consumidores. Así, el número de DOP de aceites de 
oliva de España ha incrementado espectacularmente en los últimos 
años <http://ec.europa.eu/agriculture/quality/door/list.html> (Tabla 1). 

Tabla 1 .  Aceites con DOP en España (2013) .  
Nombre del aceite Estado Fecha 
Antequera P 15/10/2013 
Baena R 21/06/1996 
Baix Ebre-Montsià R 07/02/2008 
Bajo Aragón R 10/10/2001 
Campo de Calatrava R 30/06/2011 
Campo de Montiel R 22/06/2010 
Comunitat Valenciana P 25/09/2013 
Estepa R 09/10/2010 
Gata-Hurdes R 16/02/2007 
L’Empordà S 23/09/2013 
La Alcarria R 03/02/2009 
La Rioja R 11/03/2006 
Les Garrigues R 21/06/1996 
Lucena R 20/09/2013 
Mallorca R 12/08/2004 
Monterrubio R 07/03/2007 
Montes de Granada R 11/03/2006 
Montes de Toledo R 06/06/2000 
Montoro-Adamuz  R 18/12/2010 
Navarra R 20/09/2013 
Poniente de Granada R 16/02/2007 
Priego de Córdoba R 05/10/1999 
Sierra de Cádiz R 05/02/2005 
Sierra de Cazorla R 10/10/2001 
Sierra de Segura R 21/06/1996 
Sierra de Moncayo R 04/12/2013 
Sierra de Mágina R 05/10/1999 
Siurana  R 21/06/1996 
Terra Alt R 05/02/2005 

• 	



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De este modo, según el Reglamento (EC) No. 510/2006, un 
aceite de oliva certificado con las denominaciones DOP o IGP está 
sujeto al cumplimiento de una serie de requisitos, que incluyen la 
variedad, origen geográfico, prácticas agronómicas, tecnología de 
producción y ciertas cualidades organolépticas. Por consiguiente, a 
fin de proteger los derechos del consumidor y de los productores 
genuinos, el desarrollo de un sistema de trazabilidad y de 
autentificación del aceite de oliva, así como de certificación de 
varietal y del origen geográfico, se plantea como un importante reto. 
 
2 .3 .1 .  Trazabil idad del aceite de oliva mediante métodos 
analít icos 
 
Se pueden usar diversas técnicas para identificar y 
cuantificar los componentes del aceite de oliva. Entre ellas se 
encuentran las siguientes: i) cromatografía de gases (GC; del inglés, 
“Gas Chromatography”; ii) cromatografía líquida de alta resolución 
(HPLC; del inglés, “High Performance Liquid Chromatography”); iii) 
cromatografía de fluido supercrítico (SFC; del inglés, “Supercritical 
Fluid Chromatography”); iv) espectroscopia de infrarrojo cercano 
(NIRS del inglés, “Near-InfraRed Spectroscopy”); v) resonancia 
magnética nuclear (NMR; del inglés, “Nuclear Magnetic Resonance”); 
y vi) métodos isotópicos. Estas técnicas permiten detectar los 
compuestos mayoritarios (triglicéridos y ácidos grasos libres) y 
minoritarios (hidrocarburos, fenoles, esteroles, compuestos volátiles, 
proteínas, pigmentos, tocoferoles, etc.) del aceite de oliva. Así, estas 
técnicas se han aplicado en la identificación y autentificación del 
aceite de oliva (Aparicio et al. 1997; Aparicio y Aparicio-Ruíz 2000; 
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Benincasa et al. 2003; Christy et al. 2004; Vichi et al. 2005; Cunha et 
al. 2006; Alonso-Salces et al. 2010; Faria et al. 2010; Zhao et al., 2014). 
Estos métodos analíticos asumen que variedades diferentes o 
con orígenes geográficos distintos también difieren en su 
composición química. Sin embargo, esta asunción no siempre es 
cierta. Así, algunos factores (condiciones ambientales, diferentes 
etapas del desarrollo de la planta o el propio proceso de extracción 
del aceite de oliva) pueden influir en la composición del aceite de 
oliva, dando lugar a resultados ambiguos o erróneos (Montealegre et 
al. 2009). Por consiguiente, el uso exclusivo de estas técnicas no 
garantiza de forma inequívoca la autenticidad del aceite de oliva y 
su origen varietal. 
 
2 .3 .2 .  Trazabil idad del aceite de oliva mediante 
marcadores moleculares nucleares 
 
La genómica alimentaria es la ciencia que estudia las 
relaciones entre el genoma humano, la nutrición y la salud (Molder y 
Gutteling 2003). Por su parte, los marcadores moleculares de ADN 
permiten resolver las limitaciones de los métodos analíticos 
mencionados anteriormente, al no depender de condicionantes 
medioambientales. Asimismo, el aumento de secuencias del genoma 
de olivo disponibles ha abierto nuevas posibilidades en la 
identificación varietal y la autentificación del aceite de oliva. Su 
aplicación es de especial interés en aceites de oliva que poseen las 
certificaciones de DOP o IGP. De hecho, estos métodos basados en el 
ADN han sido aplicados de forma satisfactoria en la identificación 
varietal del olivo, debido a su alto nivel de especificidad, sensibilidad 
y costes asumibles (Baldoni et al. 2009; Bracci et al. 2011). 
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No obstante, la aplicación de marcadores moleculares para la 
identificación y trazabilidad del aceite de oliva se enfrenta a 
problemas similares a los existentes en estudios de ADN antiguo y 
medicina forense. Ello es debido a que el aceite de oliva contiene 
poco ADN (diana hidrofílica en una matriz hidrofóbica), que además 
se encuentra bastante degradado (fragmentos muy pequeños). Esto 
último se debe probablemente a la liberación de nucleasas durante 
los procesos mecánicos de obtención del aceite de oliva 
(molturación). Afortunadamente, aunque estas dificultades siguen 
estando presentes, se han desarrollado metodologías basadas en 
marcadores moleculares nucleares con el objetivo de aplicarlas a 
trazabilidad del aceite de oliva (Muzzalupo y Perri 2002; Busconi et 
al. 2003; Breton et al. 2004). Entre ellos se encuentran los siguientes: 
i) microsatélites nucleares o secuencias repetidas simples nucleares 
(nuSSR; del inglés, “nuclear Simple Sequence Repeats”) (Muzzalupo y 
Perri 2002; Testolin y Orietta 2005; Ben-Ayed et al. 2009); ii) regiones 
amplificadas de secuenciadas caracterizadas (SCAR; del inglés, 
“Sequence-Characterized Amplified Regions”) (De la Torre et al. 2004; 
Pafundo et al. 2007); y iii) polimorfismos de longitud de fragmentos 
amplificados (AFLP; del inglés, “Amplified Fragment Length 
Polymorphisms”) (Pafundo et al. 2005). 
De estos marcadores moleculares, los nuSSR se han 
propuesto como adecuados para los fines de trazabilidad . Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que durante el proceso de 
extracción del aceite de oliva virgen también se incluye 
generalmente el hueso o semilla (salvo raras excepciones de aceite 
de aceituna deshuesada). Pero el hueso contiene el embrión, cuyo 
ADN paterno puede proceder de un árbol perteneciente a otro 
cultivar. Esta contribución genética adicional podría ser detectada 
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por los marcadores nuSSR, generando resultados sesgados. Por 
tanto, estos marcadores nucleares debe usarse con precaución en la 
trazabilidad de aceites de oliva monovarietales (Doveri et al. 2006; 
Rabiei et al. 2010; Vietina et al. 2011). 
 
2 .3 .3 .  Trazabil idad del aceite de oliva mediante 
marcadores moleculares cloroplásticos 
 
El genoma cloroplástico presenta ventajas frente al nuclear 
para su uso en trazabilidad: i) herencia materna, frente al 
inconveniente de los alelos paternos citado en el apartado anterior; 
ii) gran número de copias por célula (de 10 a 10.000 por cloroplasto) 
(Bendich 1987), frente a la copia diploide del genoma nuclear del 
olivo; iii) circular, en lugar de lineal como el nuclear, y por lo tanto 
no degradable por exonucleasas (Alaeddini et al. 2010); iv) protegido 
por la doble membrana del cloroplasto, que es bastante resistente a 
la rotura (la doble envuelta del núcleo se rompe con facilidad), 
haciendo que sea menos vulnerable a la degradación; y v) baja tasa 
de mutación (Wolfe et al. 1987; Drouin et al. 2008). 
Los marcadores basados en secuencias cloroplásticas han 
sido usados previamente en la detección de aceites vegetales de 
menor valor económico, con los que comúnmente se suele adulterar 
el aceite de oliva (Kumar et al. 2011). Estas secuencias también han 
sido evaluadas mediante la metodología de PCR a tiempo real (RT-
PCR; del inglés, “Real Time PCR”) y temperatura de fusión de alta 
resolución (HRM; del inglés, “High-Resolution Melting”) (Ganopoulos 
et al. 2013). 
Sin embargo, el escaso polimorfismo de las secuencias 
disponibles de cloroplastos ha dificultado su aplicación en la 
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identificación varietal del olivo y la trazabilidad del aceite de oliva. 
Afortunadamente, recientemente se han secuenciado varios 
genomas cloroplásticos del género Olea (Mariotti et al. 2010; Besnard 
et al. 2011). El análisis comparativo de estos genomas ha revelado 
polimorfismos en microsatélites mononucleotídicos (cpSSR; del 
inglés, “chloroplastic Simple Sequence Repeats”) e 
inserciones/deleciones, que han permitido desarrollar marcadores 
moleculares (Besnard et al. 2011). Dichos marcadores han resultado 
útiles para caracterizar el genoma de este orgánulo, tanto en 
variedades de olivo cultivadas como silvestres (acebuches) (Besnard 
et al. 2013; Pérez-Jiménez et al. 2013). 
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El objetivo global de esta tesis es el análisis genómico 
comparativo basado en marcadores moleculares de tipo SSR (nuSSR 
y cpSSR) e inserciones/deleciones. El primer objetivo específico es el 
estudio de la variabilidad y caracterización genéticas de 
germoplasma de higuera, como especie infrautilizada. El segundo 
objetivo es la evaluación del uso de estos marcadores como una 
herramienta que pueda contribuir a establecer un sistema de 
trazabilidad en el aceite de oliva. 
En el primer trabajo de esta tesis, publicado como “Analysis 
of genetic diversity of southern Spain fig tree (Ficus carica L.) and 
reference materials as a tool for breeding and conservation” (Perez-
Jiménez et al. 2012), se evaluó la eficacia de marcadores microsatélite 
para caracterizar el germoplasma de denominaciones locales de 
higuera. Asimismo, se valoró si los resultados de este estudio 
podrían ser de utilidad en la elaboración de una estrategia de 
conservación in situ de este material. 
Por su parte, en el segundo trabajo, publicado como “Varietal 
tracing of virgin olive oils based on plastid DNA variation profiling” 
(Pérez-Jiménez et al. 2013), se evaluó la eficiencia de marcadores 
cloroplásticos (cpSSR e inserciones/deleciones) en la identificación 
varietal en olivo, además de su aplicabilidad y contribución a la 
trazabilidad de los aceites derivados de estas variedades. 
 
 
 
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Food production and security are very dependent on 
the responsible use and conservation of the agrodiversity 
and the genetic resources. On-farm conservation is being 
promoted through international initiatives for the preser-
vation of the genetic diversity of traditional varieties 
(ESQUINAS-ALCAZAR 2005). The common fig tree (Ficus 
carica L.) is a traditional crop along the Mediterranean 
basin, western and east Asia. Besides, the fig tree is natu-
rally adapted to dry and arid climates with hot summers, 
developing a large root system to obtain water from soil 
many meters away from the trunk. Such kind of thermo-
philic trees may be useful to adapt to the consequences 
of the climate change and global warming, thus allowing 
to grow fig trees on hot and dry areas, where other species 
may not survive (SUGIURA et al. 2007).
The fig tree has not been subjected to intensive plant 
breeding programmes, and thus many fig tree populations 
exhibit a rich genetic biodiversity, that can only be fully 
exploited once it is properly identified and classified. 
Traditionally, the plant germplasm characterization with 
the aim of its conservation has been carried out using 
morphological or agronomical traits. Nevertheless, and 
despite of the progress on the elaboration of descriptors, 
fluctuations among years, environments, or repetitions 
have made difficult its application until recently 
(GIRALDO et al. 2010). These fluctuations are especially 
important in common fig tree germplasm, and conse-
quently the cultivar identification is very difficult for 
this species. Particularly, a high level of vagueness and 
incongruence has been found in the local cultivated 
material in southern Spain. Recently, the development of 
DNA markers provides a direct analysis of the genotype 
independently from the environmental interference. There-
fore, the cultivar characterization should be completed 
by integrating molecular markers.
Currently, simple sequence repeats (SSR) or microsat-
ellites are the markers of choice for breeding programs 
(HERNANDEZ 2005), due to their codominant nature, 
intraspecific polymorphism (which makes them highly 
informative), and easy automated detection by polymerase 
chain reaction (PCR). Genomic microsatellite markers 
have been developed for common fig tree in recent 
years (KHADARI et al. 2001, GIRALDO et al. 2005, ACHTAK 
et al. 2009) and were available for the present analysis. 
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They have already been used to characterize ex situ 
conserved cultivars (GIRALDO et al. 2005) as well as 
Moroccan (KHADARI et al. 2005, ACHTAK et al. 2010), 
Tunisian (SADDOUD et al. 2007) and Asian (IKEGAMI et al. 
2009) local fig tree germplasm.
The present work has been approached as part of a 
preservation strategy for the conservation of both com-
mon fig tree germplasm and the traditional and local 
knowledge about its cultivation. The fig tree cultivation 
is a traditional activity for the sampled area of ‘La 
Alpujarra Granadina’, southern Spain, but at the 
moment this activity is threatened due to the area’s 
depopulation, the poor condition of part of the plant 
material and the risk of introduction of plant material 
from other provenances without previously testing for 
adaptation to the area’s local conditions. The past vari-
ability richness in the area and the organoleptic value of 
the figs is reported in the Spanish literature, for example as 
the ‘famous figs’ from Turón, both black and white types 
(ALARCÓN 1874). Together with the fig tree cultivation, the 
cultivation of almond, wheat and barley are mentioned 
for this village. At the present time, almond and fig tree 
cultivation coexist with grape cultivation, that was intro-
duced during the twentieth century by immigrant farmers 
from the ‘Levante’ region, eastern Spain. With the aim 
to put into context the potential autochthonous genetic 
variability observed, as well as to detect possible introduc-
tions of exogenous material by these farmers, reference 
samples from ex situ collections from Levante and other 
provenances have been included in the analysis.
The present work is part of an effort for the character-
ization and on-farm conservation to generate value on 
the local fig tree germplasm, which is now threatened. We 
have fingerprinted a previously selected fig tree germ-
plasm set and reference materials using microsatellite 
markers. The analysis of its genetic diversity using SSR 
markers has resulted an useful tool for guiding an in situ 
conservation strategy.
MATERIAL AND METHODS
Plant material
The selection of the analyzed material was based on a 
previous morphological and agronomical characteriza-
tion, including interviews with farmers to integrate the 
local knowledge about the traditional names (or local 
denominations) (Guzmán-Casado et al. unpubl.). It con-
sisted of 42 selected trees belonging to twelve local 
denominations (Table 1). Reference materials were cho-
sen among representative samples of previously analyzed 
germplasm pools using the same SSR markers (GIRALDO 
et al. 2005). Additionally, samples of commercial and 
cultivated varieties from Spanish germplasm pools were 
Table 1. Local germplasm sampled.
Accession Common name Location
PA20 Higuera Blanca de Pasa Murtas
PA21 Higuera Blanca de Pasa Turón
PA17 Higuera Blanca de Pasa Murtas
PA18 Higuera Blanca de Pasa Turón
PA15 Higuera Blanca de Pasa Turón
PA16 Higuera Blanca de Pasa Turón
PA19 Higuera Blanca de Pasa Turón
CC47 Higuera de Carne Colorá Turón
HC49 Higuera de Cobre Turón
HC50 Higuera de Cobre Mecina Tedel
HY26 Higuera Ayuela Turón
HY22 Higuera Ayuela Murtas
HY35 Higuera Ayuela Turón
HY25 Higuera Ayuela Turón
HY36 Higuera Ayuela Jorairátar
HY31 Higuera Ayuela Turón
CB27 Calabacilla Blanca Murtas
CB43 Calabacilla Blanca Turón
CN22 Calabacilla Negra Turón
CN24 Calabacilla Negra Turón
CN29 Calabacilla Negra Jorairátar
CN28 Calabacilla Negra Turón
CN30 Calabacilla Negra Murtas
HR51 Higuera de Regalo Turón
HR52 Higuera de Regalo Turón
BB3 Brevera Blanca Murtas
BB1 Brevera Blanca Turón
BB32 Brevera Blanca Turón
BB5 Brevera Blanca Turón
BB33 Brevera Blanca Murtas
BN7 Brevera Negra Murtas
BN6 Brevera Negra Turón
BN34 Brevera Negra Mecina Tedel
BM10 Brevera Morada Murtas
BM11 Brevera Morada Turón
BM12 Brevera Morada Mecina Tedel
HP54 Higuera de Pascua Turón
HP55 Higuera de Pascua Turón
HR37 Higuera Roela Murtas
HR38 Higuera Roela Turón
CA41 Caprifig Turón
CA40 Caprifig Turón
tested (for example, varieties traditionally cultivated in 
the Levante area from which migration of farmers to the 
Contraviesa region is known). All the reference material 
are listed in Table 2.
DNA isolation and SSR analysis
The DNA was isolated from fig tree leaves using the cetyl 
trimethylammonium bromide (CTAB) method (MURRAY 
and THOMPSON 1980), as modified by HERNÁNDEZ et al. 
(2001). The concentration of each sample was estimated 
by comparing band intensity with lambda DNA of known 
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fig tree accessions. The statistical analysis, including the 
number of alleles per locus, allele frequencies, observed 
and expected heterozygosity (Ho and He) and polymor-
phism information content (PIC) values, was carried out 
using the application PowerMarker 3.25 (LIU and MUSE 
2005). The allele frequency data from PowerMarker was 
used to export the data in binary format. A genetic 
distance matrix using the Nei index (NEI and LI 1979) 
was calculated using PhylTools 1.32 (BUNTJER 1997), 
and the unweighted pair group method with arithmetic 
mean (UPGMA) clustering was carried out using the 
Neighbor module in the Phylip 3.66 package (FELSENSTEIN 
1993). The cophenetic correlation coefficient (CCC) of 
the generated dendrogram was computed using the visual 
Basic program for Microsoft Excel 2000 CCC (DIGHE 
et al. 2004). The CCC is the correlation coefficient (r) 
calculated from the linear regression between the 
corresponding values of the original distance matrix and 
the cophenetic matrix derived from the calculation of 
the UPGMA tree. The dendrogram was drawn using the 
Mega 3.1 software (KUMAR et al. 2004).
RESULTS AND DISCUSSION
The molecular analysis of the 57 common fig tree 
accessions using 21 microsatellite markers detected a 
total of 77 alleles. The number of alleles per locus 
ranged from 2 (for loci MFC5, MFC8, LMFC18, LMFC27 
and LMFC31) to 9 alleles (for locus LMFC30), with 
a mean of 3.6 alleles per locus and a mean PIC of 
0.456. The highest and lowest PIC values were scored for 
the loci LMFC30 and MFC5, respectively. For the local 
germplasm, the observed heterozygosities (Ho) were 
similar to the expected (He) for most of the primer pairs 
tested (Table 3), whereas for five primer pairs the Hos were 
bigger than Hes and for four primer pairs the situation was 
concentrations under blue light using a DR195M “Dark 
Reader” transilluminator from Clare Chemical Research 
(Dolores, CO, USA), after 0.8% (w/v) agarose gel 
electrophoresis and staining with GelRed from Biotium 
(Hayward, CA, USA). Samples were extracted by tripli-
cate for the local germplasm.
The previously isolated DNA was amplified using the 
M13 protocol based on 21 microsatellite primer sequences 
developed by KHADARI et al. 2001: MFC1, MFC2, MFC3, 
MFC4, MFC5, MFC6 and MFC8; and by GIRALDO et al. 
2005: LMFC12, LMFC13, LMFC14, LMFC15, LMFC18, 
LMFC19, LMFC20, LMFC21, LMFC24, LMFC26, 
LMFC27, LMFC30, LMFC31 and LMFC38. A M13 
primer sequence was added to the forward primer to allow 
detection with a common fluorescently labeled (VIC 
or FAM) M13 primer as described by TOBIAS et al. 2005.
Amplification reactions were carried out in 25 Ml 
volume containing 0.2 MM of each PCR primer, 200 MM 
of each deoxynucleotide triphosphate, 1.5 mM of 
MgCl2, 1 unit of Taq DNA polymerase from Biotools 
(Madrid, Spain) and 50–100 ng of template DNA in the 
presence of 1 unit of Taq DNA polymerase, 50–100 ng of 
genomic DNA, 0.5 MM of marker-specific reverse primer, 
0.033 MM markers-specific M13-tailed forward primer 
and 0.5 Mm Hex- or FAM-labeled M13 primer, using 
a MyCycler Gradient thermocycler from Bio-Rad 
(Hercules, CA, USA). The PCR conditions were those 
described by KHADARI et al. 2001 and GIRALDO et al. 2005. 
Fragment sizes were resolved by capillary electrophoresis 
using an ABI 3130XL Genetic Analyzer (Carlsbad, CA, 
USA) and further analyzed with the GeneScan 3.7 soft-
ware from the same manufacturer.
Genetic variability analysis
A total of 21 polymorphic microsatellite markers were 
used for the genetic variability study, using 55 common 
Table 2. Reference germplasm.
Accession Name in tree (Fig. 1) Origin
Pingo de Mel-8P Ping Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Col de Dame Gris-8-2 Cuell Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Kadotta Kado Estación Experimental Agraria de Elche, Spain
Dauphine VII 3 Daup Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles
Brevera Blanca BBCV Local nursery at Córdoba, Spain
Marroco 19 (feral) Marr Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Colar Cola Estación Experimental Agraria de Elche, Spain
Mission Miss Estación Experimental Agraria de Elche, Spain
Brown Turkey Brtk Estación Experimental Agraria de Elche, Spain
Albatera Alba Estación Experimental Agraria de Elche, Spain
Burjassote Noire-6-16 BurN Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Col de Dame Gris-8-2 Cdam Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Lampeira-8-1 Lamp Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Bellone-10-32 Bell Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
Marsellaise-9-23 Mars Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles, France
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denominations and the molecular relationships derived 
from the cluster analysis. The most genetically distinct 
cluster (shown as ‘cluster I’) includes the caprifigs and 
also the local denomination ‘Higuera Roela’ and does 
not include any reference variety. The local denomination 
‘Higuera Roela’ has been found in cool vegetable gardens. 
In the past, it was abundant at the Jorairátar riverside. 
Its juicy fruits are highly appreciated for fresh consump-
tion. Under irrigation they reach big sizes without flavor 
loss. This germplasm is therefore candidate for on-farm 
conservation.
The rest of the local germplasm can be divided into 
two main clusters (cluster II and cluster III in Fig. 1). 
Cluster II includes the early figs and the ‘Higuera de 
Pascua’ local denominations. This latter, like the early 
figs, produces two crops, but they are they are both pro-
duced on current seasons growth and take place after the 
summer. Its figs are not especially appreciated for its 
flavor, but the germplasm is interesting to produce 
almost until the end of the year. Additional local denomi-
nations like ‘Valenciana’ or ‘Franciscana’ suggest it may 
be a recent introduction. At the molecular level, it is very 
close to the Portuguese variety ‘Lampeira’.
The early figs cluster shows two main divisions: the 
white early figs (‘Breveras Blancas’), separated from 
the black early figs (‘Breveras Negras’) and the purple 
the opposite. These figures indicate a high level of genetic 
diversity in the analyzed germplasm revealed by the 
microsatellite markers. This is in agreement with the fact 
that the fig tree has not been subjected to intensive 
plant breeding programmes, as previously indicated.
The dataset was analyzed in search for diagnostic 
markers for the traditional varieties. Alleles MFC3-122 
and LMFC15-204 were discriminant for the local variety 
‘Brevera Blanca’, whereas alleles LMFC26-222 and 
LMFC30-238 for ‘Higuera de Pascua’ and alleles MFC1-
186 and LMFC30-220 were only present in ‘Higuera 
Roela’. These results confirm the utility of the microsatel-
lite markers for the characterization of this germplasm.
A dendrogram of the analyzed germplasm based on 
the 21 microsatellite markers was constructed using the 
Dice coefficient and the UPGMA clustering method 
(Fig. 1). The CCC analysis, the parameter that measures 
the correlation between similarity values calculated dur-
ing tree building and the observed similarity, was found to 
be high (r  0.85). The UPGMA dendrogram (Fig. 1) 
revealed three main clusters: cluster I (4 accessions), 
cluster II (26 accessions) and cluster III (25 accessions).
The UPGMA analysis shows the relationships among 
the local germplasm and with the reference varieties. 
The traditional denominations are largely descriptive 
therefore is not surprising the correlation among the 
Table 3. Summary of SSR genetic parameters for all the analyzed germplasm (local and reference samples). PIC: 
polymorphic information content, He: expected heterozygosity, Ho: observed heterozygosity.
Alleles
Locus Repeat motif Number Length PIC He/Ho
MFC1 (CT)13 3 174–192 0.409 0.51/0.77
MFC2 (AC)18(AT)7 5 158–172 0.635 0.69/0.67
MFC3 (AC)15TC(AC)8(AT)7 6 122–134 0.707 0.74/0.67
MFC4.1 (AT)4(AC)11 2 192–192 0.263 0.00/0.00
MFC4.2 2 218–222 0.365 0.48/0.39
MFC5 (GA)13 2 128–140 0.239 0.28/0.30
MFC6 (TAA)3,(GT)8 6 292–318 0.598 0.66/0.72
MFC8 (CA)9TA(CA)14(TA)6 2 170–174 0.374 0.50/0.84
LMFC12 (CT)55 4 349–377 0.582 0.65/0.50
LMFC13 (GA)28 3 263–285 0.523 0.59/0.75
LMFC14 (GA)16 3 210–214 0.406 0.45/0.44
LMFC15 (TC)22 3 180–204 0.435 0.51/0.51
LMFC18 (GA)9 2 116–122 0.375 0.50/0.56
LMFC19 (AT)11(AG)12 3 300–308 0.302 0.33/0.35
LMFC20 (AAG)9(AG)18 3 134–138 0.350 0.43/0.00
LMFC21 (TC)9 3 258–266 0.384 0.42/0.21
LMFC24 (CT)10 3 271–275 0.445 0.55/0.79
LMFC26 (GA)15 3 220–232 0.470 0.55/0.00
LMFC27 (TG)17(AG)6 2 182–192 0.374 0.50/0.79
LMFC30 (CT)18(CA)6 9 226–256 0.798 0.82/0.79
LMFC31 (GA)15 2 225–239 0.335 0.43/0.58
LMFC38 (CT)20 6 212–222 0.667 0.72/0.40
Total 77
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Cluster III
Cluster II
Cluster I
Fig. 1. UPGMA dendrogram analysis showing the genetic rela-
tionships among southern Spain local fig germplasm and refer-
ence varieties based on SSR marker analysis.
early figs (‘Breveras Moradas’). The black early figs are 
genetically related to the varieties ‘Colar’ and ‘Mission’, 
whereas the white early figs show genetic similarity with a 
commercial white early fig tree and with the French vari-
ety ‘Dauphine’. The early fig tree cluster shows a level 
of variability and relationships that can be used to guide 
conservation strategies.
The cluster III shows the genetic relationship among 
the seven remaining local denominations. No reference 
samples have been grouped in this cluster, suggesting that 
it includes most probably autochthonous germplasm. It 
includes one sample of the most threatened local variety 
that could be more abundant in the area in the past: 
‘Higuera de Carne Colorá’. Only a few isolated trees 
have been found, in poor condition, for such variety, being 
very old trees or regrowths. Thus, measures for on-farm 
conservation of this germplasm are recommended.
In conclusion, the present study has demonstrated how 
the integration of morphological, agronomical, ethnobo-
tanical and genetic analysis can complement the analysis 
of agrobiodiversity of a traditional farm system that has 
developed varieties in situ, and put it in value. The resolu-
tive power of the SSR marker system has been enough to 
distinguish and to establish genetic relationships among 
the germplasm classes found. This information will be 
used to guide the on-farm conservation measures to be 
undertaken in the area. 
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Abstract
Olive oil traceability remains a challenge nowadays. DNA analysis is the preferred approach to an effective varietal
identification, without any environmental influence. Specifically, olive organelle genomics is the most promising approach
for setting up a suitable set of markers as they would not interfere with the pollinator variety DNA traces. Unfortunately,
plastid DNA (cpDNA) variation of the cultivated olive has been reported to be low. This feature could be a limitation for the
use of cpDNA polymorphisms in forensic analyses or oil traceability, but rare cpDNA haplotypes may be useful as they can
help to efficiently discriminate some varieties. Recently, the sequencing of olive plastid genomes has allowed the
generation of novel markers. In this study, the performance of cpDNA markers on olive oil matrices, and their applicability
on commercial Protected Designation of Origin (PDO) oils were assessed. By using a combination of nine plastid loci
(including multi-state microsatellites and short indels), it is possible to fingerprint six haplotypes (in 17 Spanish olive
varieties), which can discriminate high-value commercialized cultivars with PDO. In particular, a rare haplotype was detected
in genotypes used to produce a regional high-value commercial oil. We conclude that plastid haplotypes can help oil
traceability in commercial PDO oils and set up an experimental methodology suitable for organelle polymorphism detection
in the complex olive oil matrices.
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Introduction
The virgin olive oil is obtained by mechanical pressing the fruits
of the olive trees (Olea europaea L.), and has not undergone any
chemical refinement, which is strictly forbidden by law. This
product presents excellent organoleptic, nutritional and functional
qualities. Its cardiovascular and antioxidant health benefits are
widely recognized [1,2], including a ’qualified health claim’ for
coronary heart disease by the Food and Drug Administration
(FDA) of the United States of America (2004). It is also a key
element of the healthy Mediterranean diet [3].
The olive oil consumption is growing outside the traditional
olive tree grove areas (Mediterranean Basin), including America,
Asia and Australasia (non-traditional-producer countries such as
the United States, Mexico, Brazil, Argentina, Peru, Australia and
China; FAO 2012, ,http://faostat.fao.org.). Such expansion is
mainly due to the recognition of the dietetic properties of olive oil,
as source of healthy fatty acids and micronutrients (antioxidants
like phenolic compounds, vitamin E, carotenes, etc).
Olive oil is marketed and perceived as a high-quality food
product. Additionally, the price of the virgin olive oil is high
compared to other edible oils, being therefore considered as a
high-value product, which makes it prone to adulteration [4].
Despite some previous publications about this topic (see [5] for a
review) the olive oil traceability remains a challenge. This includes
both the identification of oils from other species [6,7], as well as
oils from different olive varieties. The European Commission
introduced two types of certification labels in 1992, in order to
protect the authenticity of the Extra Virgin Olive Oil (EVOO).
Such labels refer to food products specific to a particular region or
town, conveying a particular quality or characteristic of the
specified area. Namely, they are the Protected Designation of
Origin (PDO) and the Protected Geographical Indication (PGI)
(EEC Regulation No. 2082/92). A further EEC Regulation
(No. 510/2006) specifies the criteria for labeling, production and
commercial distribution of the olive oil.
Accurate analytical approaches have been then developed to
help the identification of genuine olive oil constituents and possible
adulterants, the cultivar and the geographical origin. Thus,
chromatographic and spectroscopic/spectrometric techniques
have been used to analyze the content of metabolites such as
triacylglycerols, free fatty acids, phenols (like hydroxytyrosol),
sterols, alkanes, waxes and aliphatic alcohols [8–10]. Nevertheless,
the content of metabolites can be affected by the environmental
conditions during the plant growth, which might cause ambiguous
or erroneous results [11]. Therefore, the chemical analyses are not
enough for themselves to verify the olive oil authenticity or its
varietal identification.
On the other hand, different genomic DNA molecular markers
have been developed for olive cultivar identification during the last
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decade. Among them, only nuclear markers such as genomic
microsatellites (gSSR; [12], [13]), Sequence-Characterized Am-
plified Regions (SCAR; [14], [15]), and Amplified Fragment
Length Polymorphisms (AFLP; [16]), already used for the
characterization of olive tree cultivars, have been proposed for
the varietal traceability of the olive oil [17]. Success in the varietal
authentication of the olive oil has been reported using AFLP ([18],
[19], [20]), SCAR ([21]), gSSR ([22], [23], [24], [25], [26]), and
nuclear single nucleotide polymorphisms (SNP; [27]). DNA-based
molecular markers are indeed the best choice for traceability
purposes, since they are not dependent on the environmental and
processing conditions, unlike other chemical analyses based on
metabolites detection (see [28] for a review).
The nuclear microsatellites (gSSR) have been the molecular
markers of choice for authenticity purposes. So much, that they
are the only molecular markers accepted in the courts worldwide.
This is due to several facts, including their codominant nature,
high polymorphism conferring to them a high-discriminating
power, wide distribution across the genome, automated detection
and simple interpretation. Yet, the genomic microsatellite markers
should be used with caution in the case of monovarietal olive oil
traceability, due to the presence of paternal alleles from the seed
[29].
The plastid genome has some advantages in relation to the
nuclear genome for traceability purposes [30]: i) it is maternally
inherited; ii) thousands of copies are present per cell, which is an
extremely significant advantage for forensic analyses; iii) it is
circular instead of linear, and therefore resistant to exonucleases;
iv) organelles have a double membrane that makes chloroplast
DNA more resistance to degradation, which is also a significant
advantage for forensics; and v) it has a lower mutation rate than
nuclear genomic sequences, and its stability may be an advantage
for traceability analyses, despite of a low polymorphism level.
Plastid markers have been already used to detect adulteration of
olive oil, but only to analyze mixtures of oils from different species
[31]. However, the varietal identification of the olive oils through
molecular markers based in variations of the plastid genome has
not been reported so far. This is due to the fact that the cpDNA
polymorphism between olive tree varieties was not enough
characterized, and therefore not sufficient to develop useful
molecular markers for olive oil traceability. To solve this problem,
we have previously sequenced eight plastid genomes of Olea [30].
This has allowed to develop a set of molecular markers to
characterize the cpDNA of cultivated and wild Mediterranean
olive trees. As expected, the discriminating power of the cpDNA
variation was particularly low for the cultivated olive trees, being
higher for the oleasters (wild olives).
Based on the above developments, the objective of the present
work is to evaluate the efficiency of a subset of nine cpDNA
regions [that include microsatellites, small insertions/deletions
(indels) or a combination of both] for the varietal identification of
both leaf DNA and the corresponding oil DNA, further assessing
their applicability and contribution to the traceability and
authenticity of the olive tree varieties and their monovarietal oils.
Thus, we selected 15 major Mediterranean olive cultivars and two
locally exploited trees (referred as ‘‘acebuchinas’’) from the
southern of Spain (Andalusia). The cultivars are already included
in the PDO oil catalogue or in the process of obtaining such
recognition ,http://ec.europa.eu/agriculture/quality/door/list.
html. (Table 1).
Materials and Methods
Plant Materials and Commercial Monovarietal Olive Oil
This study was performed with 15 cultivated olive trees and two
‘‘acebuchinas’’ (Table 1). The leaves and drupes from selected
olive trees were collected during the 2010/2011 harvest from
single plants. Most plant materials were provided by the ‘Olive
World Germplasm Bank’ (OWGB) at the ‘‘Centro Alameda del
Obispo’’ of the ‘‘Instituto Andaluz de Investigacio´n y Formacio´n
Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Produccio´n Ecolo´gica’’
(IFAPA; Co´rdoba, Spain). The leaves and olive oil samples from
‘Blanqueta’, ‘Farga Milenaria’ and ‘Farga Canetera’ denomina-
tions were supplied by the Mill Cooperative Intercoop (Almazora,
Castello´n, Spain). The ‘Picholine Languedoc’ and ‘Farga’ leaves
were received from the Olive Tree Germplasm Bank at the
Institute for Olive Tree and Subtropical Plants of Chania,
National Agricultural Research Foundation (NAGREF; Agroki-
pio, Chania, Greece). The ‘acebuchina’ leaves and drupes were
supplied by the olive-growing cooperative ‘El Callejo´n’ (Ca´diz,
Spain).
Olive Oil Production
Monovarietal olive oils were produced using 3 to 5 kg of olive
drupes from certified trees. The physical extraction procedure
used (Abencor System) is certified to be equivalent to the one used
in production olive mills, and was carried out using an Olive Oil
Efficiency Analyzer (Hammer Mill, ThermoMixer and Centrifuge)
from MC2 Ingenierı´a y Sistemas (Seville, Spain, [32]). Briefly, the
olive fruits were washed and the leaves removed, within 24 to 48 h
after sampling. The olives were crushed with a hammer mill and
slowly mixed for 30 to 60 min at 25uC. Natural talc and warm
water were added to increase the oil yield during the mixing.
Then, in order to separate the solid from the liquid phases, the
obtained paste was centrifuged at 1,000 g for 1 min, followed by
decantation of the oil. Finally, the oil was transferred into dark
glass bottles and stored at room temperature in the dark until the
DNA extraction.
DNA Extraction from Leaves and Olive Oils
The genomic DNA from leaf tissues was extracted according to
the CetylTrimethylAmmonium Bromide (CTAB) method [33] as
optimized by [34]. The DNA extraction from the ‘Blanqueta’,
‘Farga Milenaria’ and ‘Farga Canetera’ monovarietal commercial
olive oils, as well as the ones generated by the Olive Oil Efficiency
Analyzer were carried out using a modified CTAB method [18].
All the oil DNA extractions were carried out in duplicate, in order
to obtain enough DNA for the necessary amplifications and PCR
replicates. All the olive oil DNA extractions used in this work were
carried out from fresh olive oils within a four-month period.
Previously, molecular marker set-up has been carried out with
three-year-old commercial olive oil from the ’Picual’ variety with
similar results.
Molecular Analyses
Nine Polymerase Chain Reaction (PCR) primer pairs developed
for the olive plastid genomic profiling [30] were used (Table 2).
We did not use an 18-bp tail of M13 on the forward primer as
reported by [30] because we amplified each locus separately.
Briefly, the PCR mixtures contained: i) the DNA isolated from
either leaves or olive oils; ii) the reaction buffer made of 200 mM
Tris-HCl (pH 8.3 at 25uC), 200 mM KCl, 50 mM (NH4)2SO4
and 3 mM MgCl2; iii) 25 mM of each dNTP; iv) 0.6 U of Hot
Start Taq DNA polymerase from Fermentas (part of Thermo
Fisher Scientific; Glen Burnie, MD, USA); and v) the PCR
Varietal Tracing of Virgin Olive Oils
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primers, including 50 pM of the forward primer fluorescently
labeled with either 6-FAM, HEX or NED fluorochrome (Table 2),
and 50 pM of the reverse primer. For locus 10, the reverse primer
was HEX-labeled instead of the forward primer.
The reaction mixtures (15 ml) were incubated in a MyCycler
thermocycler from Bio-Rad (Hercules, CA, USA) at 95uC for
2 min (denaturation), followed by 36 cycles (95uC for 30 s for
denaturation, 57uC for 30 s for annealing, and 72uC for 1 min for
extension). The reaction was finally extended at 72uC for 20 min
and stored at –20uC until use. The PCR products generated
(amplicons) were visualized under blue light using a DR195M
‘‘Dark Reader’’ transilluminator from Clare Chemical Research
(Dolores, CO, USA), after 2% (w/v) agarose gel electrophoresis
and staining with GelGreen from Biotium (Hayward, CA, USA).
The amplicons were further segregated by capillary electropho-
resis using an ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer from Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA), using the GeneScan 3.7
software from the same manufacturer.
For some loci, PCR reactions from oil DNA were repeated up
to four times to ensure robust allele determination (see below). An
allele size was considered as robust when the peak signal was of a
high quality (as for PCR reactions from leaf DNA) and thus
allowed a non-ambiguous allele determination.
Results
The nine cpDNA loci used amplified DNA isolated from both
olive leaves and oils and were able to discriminate six allele
combinations or haplotypes (Table 3). Most cultivars showed
haplotypes E1-1 (‘Arbequina’, ‘Frantoio’, ‘Hojiblanca’, ‘Manza-
nilla de Sevilla’ and ‘Picual’) and E1-2 (‘Galega Vulgar’, ‘Gordal
Sevillana’, ‘Toffahi’ and ‘Zaity’). The remaining cultivars
harbored haplotypes E1-3 (‘Blanqueta’ and ‘Villalonga’), E2-1
(‘Picholine Languedoc’), E2-3 (‘Lechı´n de Sevilla’, ‘acebuchina-2’
and ‘acebuchina-5’) and E3-1 (‘Farga Milenaria’ and ‘Farga
Canetera’).
Several patterns of PCR amplification were found. Six loci (10,
11, 27, 38, 46 and 51) generated clear amplicons, with a high
Table 1. Olive varieties analyzed.
Cultivar Country Source Type PDO regionb Use
Commercial
monovarietal oil
Arbequina Spain IFAPA Monovarietala Campo de Montiel, Comunitat Valenciana, Aceite de la
Rioja, Aceite de Mallorca, Aceite de Navarra, Aceite
del Bajo Arago´n, Antequera, Les Garrigues, Lucena,
Sierra de Ca´diz, Siurana, Aceite de Terra Alta,
Sierra de Ca´diz
oil, table Yes
Blanqueta Spain Intercoop Commercial Comunitat Valenciana, Aceite de la Rioja oil Yes
Farga Canetera Spain Intercoop Commercial Aceite del Baix Ebre-Montsia`, Aceite de Terra Alta,
Comunitat Valenciana, Baix Ebre-Montsia`
oil Yes
Farga Milenaria Spain Intercoop Commercial Aceite del Baix Ebre-Montsia`, Aceite de Terra Alta,
Comunitat Valenciana
oil Yes
Frantoio Italy IFAPA Monovarietala Umbria, Sabina, Colline Pontine, Colline di Romagna,
Collina di Brindisi, Irpinia-Colline dell’Ufita, Collina di
Teatine, Collina di Salernitane, Monti Iblei, Garda
oil, table Yes
Galega Vulgar Portugal IFAPA Monovarietala Azeite do Alentejo Interior oil Yes
Gordal Sevillana Spain IFAPA Monovarietala NA table no
Hojiblanca Spain IFAPA Monovarietala Antequera, Baena, Estepa, Lucena, Poniente de Granada,
Priego de Co´rdoba, Sierra de Ca´diz
oil, table Yes
Lechı´n de Sevilla Spain IFAPA Monovarietala Antequera, Baena, Lucena, Montoro-Adamuz,
Sierra de Ca´diz
oil Yes
Manzanilla de Sevilla Spain IFAPA Monovarietala Campo de Montiel, Aceite de la Rioja, Sierra de Ca´diz oil, table Yes
Picual Spain IFAPA Monovarietala Campo de Calatrava, Campo de Montiel, Aceite de la
Rioja, Aceite de Mallorca, Aceite Monterrubio, Antequera,
Baena, Estepa, Lucena, Montes de Granada, Montoro-Adamuz,
Poniente de Granada, Priego de Co´rdoba, Sierra de Ca´diz,
Sierra de Cazorla, Sierra de Segura,
Sierra Ma´gina
oil, table Yes
Picholine Languedoc France IFAPA Monovarietala Huile d’Olive de Nıˆmes, Huile d’Olive de Haute-Provence oil, table Yes
Toffahi Egypt IFAPA Monovarietala NA table no
Villalonga Spain IFAPA Monovarietala Comunitat Valenciana oil Yes
Zaity Syria IFAPA Monovarietala NA oil NA
Acebuchina 2 Spain El Callejo´n Monovarietala NA oil Yes
Acebuchina 5 Spain El Callejo´n Monovarietala NA oil Yes
List of olive oil varieties used showing information about country of origin, olive or oil suppliers, type of olive oil used for DNA extraction, protected denomination of
origin to which oils belong, the use of olives for table or for making oil and if monovarietal oil is commercialized.
aAbencor small-scale production;
bNA: not available.
Boldface: Commercial olive oils in the process of obtaining PDO recognition.
doi:10.1371/journal.pone.0070507.t001
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quality of peak signal, corresponding to a single DNA fragment of
the expected size for DNA isolated from both olive leaf and oil
(Figure 1a–d). Occasionally, the other three cpDNA loci (1, 19 and
57) showed somewhat discordant results between leaf and oil
samples. Locus 57 generated unspecific amplifications, shown on
the chromatograms as a background with several low-intensity
peaks for DNA from oil, which did not interfere with allele scoring
(Figure 2a). On the other hand, locus 1 produced specific
amplifications for leaf DNA, but the oil samples’ chromatograms
revealed an additional unspecific peak close to the true allele. This
additional peak resulted in a poor resolution and intensity of the
true allele in the profile of recovered oil DNA (Figure 2c). Finally,
locus 19 showed the most complicated scored pattern on
amplifications from olive oil DNA. This included the presence of
unspecific peaks in the chromatograms, showing similar areas and
heights than the true enclosed allele, which hampered the
assignation of the correct molecular weight (Figure 2b). Nonethe-
less, it should be emphasized that such results were not obtained
on all oil DNA amplifications. Actually, locus 19 includes three
successive microsatellite motifs (polyC/polyT/polyA) and Besnard
et al. [30] recommended not using it in a PCR multiplex due to
difficulties of amplification.
Whereas locus 57 only needed to be repeated for DNA of
‘Blanqueta’ oil, loci 1 and 19 required up to three and four
replications, respectively, of several oil sample amplifications to
ensure a robust allele determination (Table S1). For both loci, the
number of amplifications required was variable among oil samples.
Only for the ‘Picholine Languedoc’ sample, one amplification
reaction was sufficient to confidently score alleles of oil and leaves
for both loci, followed by ‘Zaity’, with one amplification required
for locus 1 and two amplifications in the case of locus 19. We have
not observed, however, any correlative trend among the olive oil
variety and the number of sample repetitions required. Despite of
results obtained on these three loci, they are not all indispensable
to discriminate the six haplotypes on oil DNA. Only the use of
locus 19 is unavoidable as is the only available marker capable to
differentiate the E1-2 and E1-3 haplotypes [30], and its
’inconsistency’ problem can be overcome with a 4-replication of
the amplification of the oil DNA samples.
Table 2. Plastid markers, variable motifs and PCR primers used.
Locus name Motif Forward primer (59–.39)a Reverse primer (59–.39) Amplicon size range (bp)
1 polyT10–13 AAAGGAGCAATAACGCCCTC GGATAAGACCCGATCTTAGTG 99–101
10 indel 1 bp+(ATTAGATA)1–2 AAGGRGTCTTTCTTTCTCTATTC TAGGCTCGTTCGAGCCCTTC 81–89
19 polyC10–11+T9–11+A12–15 TTATTTCAGTTCAGAGTTCCTCC CCAAATTGATGTTCCAATATCTTC 89–91
51 polyT11–18 GGTGAACTAAAATTATGGGTGC TAGATTGTGTCTCACGCATATAC 117–125
27 polyA8–11 CTCGGTTATGAGACACATTACAAT CAAGAAGTTTGCAAGAAGTTTGAC 107–108
38 polyT10–11 AACAAGATTGTTTAGATCTGATGG TCGAAATAGATATCTGTGTTATGC 104–105
46 polyA10–12 AATAGCATGGCACTTCGAATTC ATCTCATACTACTCTCTCGATAC 108–109
57 polyA13–15+ indel 1 bp CAATATGAAATGGAATTCGCTCC ATTGTAACAAATAGGGAGATGCG 221–224
11 indel 10 bp+polyA11–14 AGATAAAGGAAGGGCTCGAACG CAGGCCATCAGAATAAGAAGGG 103–114
Data from Besnard et al. [30].
aForward primers were FAM-HEX or NED-labeled, except for locus 10, in which the reverse primer was labeled with HEX.
doi:10.1371/journal.pone.0070507.t002
Table 3. Plastid DNA haplotype for each olive variety and Locus-allele combinations for each olive variety.
Haplotype [30] Allele combination Variety
E1-1 1–101, 19–90, 51–125, 10–89, 27–107, 38–104 Arbequina, Frantoio, Hojiblanca, Manzanilla, Picual
46–109, 57–224,11–103
E1-2 1–101,19–91, 51–124, 10–89, 27–107, 38–104 Galega Vulgar, Gordal Sevillana, Toffahi, Zaity
46–109, 57–224, 11–103
E1-3 1–101, 19–90, 51–124, 10–89, 27–107, 38–104 Blanqueta, Villalonga
46–109, 57–224, 11–103
E2-1 1–100, 19–89, 51–117, 10–81, 27–107, 38–105 Picholine Languedoc
46–108, 57–221, 11–114
E2-3 1–100, 19–89, 51–117, 10–82, 27–107, 38–105 Lechı´n de Sevilla, Acebuchina 2, Acebuchina 5
46–108, 57–221, 11–114
E3-1 1–99, 19–89, 51–125, 10–89, 27–108, 38–105 Farga Milenaria, Farga Canetera
46–109, 57–222, 11–112
doi:10.1371/journal.pone.0070507.t003
Varietal Tracing of Virgin Olive Oils
PLOS ONE | www.plosone.org 4 August 2013 | Volume 8 | Issue 8 | e70507
Discussion
Implications of Nuclear vs. Plastid Molecular Markers for
Olive Oil Traceability
Genomic SSRs have been largely used for traceability and
authenticity of several foodstuffs [4]. Indeed, they have been
considered as a powerful tool to characterize and identify the olive
oil varieties and the best option for olive oil traceability. Yet, they
have some drawbacks that should be taken into account. The
virgin olive oils are the juice of the whole olive fruit (usually drupes
with their stones) after being crushed in the milling process.
Therefore, the paternal alleles from the seed are mixed with the
maternal ones from the mesocarp tissue, being therefore present in
the DNA recovered from the olive oil. In any case, it is clear that
the paternal genome is present in the DNA isolated from olive oil,
albeit at low concentrations, and although it may not be detectable
Figure 1. Profiling of olive plastid DNA markers. Examples of chromatograms showing congruent DNA amplification from leaves (up) and oils
(down). The allele peaks are marked with the corresponding allele size (bases). a) locus 38; b) Locus 19; c) Locus 11 and d) Locus 51.
doi:10.1371/journal.pone.0070507.g001
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Figure 2. Discrepancies found between oil and leaf amplification patterns. Examples of chromatograms showing discrepancies in DNA
amplification from leaves (up) and oil (down) for a) locus 57 on variety ‘Blanqueta’; b) locus 19 on variety ‘Villalonga’; b) locus 1 on variety ‘Arbequina’.
The expected allele peaks (as defined on leaf DNA) are marked with the corresponding allele size (bases).
doi:10.1371/journal.pone.0070507.g002
Figure 3. Flowchart outlining one of possible approaches to identify the six haplotypes described in the present study. The flowchart
indicates the different steps to be taken for the discrimination of the six analyzed haplotypes.
doi:10.1371/journal.pone.0070507.g003
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in some cases, it cannot be excluded. Therefore, the nature of the
nuclear molecular markers could lead to the misinterpretation of
the results. On the contrary, since the chloroplasts are maternally
inherited in olive [35], there is no risk of paternal genome
contamination. In this study, we detected six haplotypes when we
analyzed DNA extracted from leaves. When analyzing the DNA
amplifications on oil extracts, we have not observed extra alleles in
the scorable profiles, and thereby we conclude that using plastid
markers prevents such a problem.
Unexpected alleles in nuclear marker profiles from monovar-
ietal olive oils have been previously reported [29]. In agreement
with this, the presence of extra-alleles has also been mentioned and
debated in several works. For example, extra-alleles as in stoned
‘Coratina’ olive oil samples were found with the SSR marker
GAPU89 [26] and presence of additional alleles was found in
monovarietal oils ‘Carolea’, ‘Frantoio’, ‘Leccino’, ‘Nocellara’ and
‘Coratina’ using SSR GAPU59 [36]. Similar mismatches have
been described in the ‘Chemcheli Gafsa’ and ‘Arbequina’ oils
using SSR UDO09 [37]. Other reports have not found allelic
differences between olive oils obtained from stoned and destoned
drupes [38]. Yet, such result is not surprising, and could be
explained if the approach was not sensitive enough to detect it.
Nevertheless, the presence of paternal DNA is not always an
insurmountable obstacle, as the potential pollinators of PDO areas
could be traced [28], but only when their number remains limited.
Special care should be taken in areas with presence of oleaster
populations.
Amplification Specificity
In most cases, the amplification profile was the same for DNA
from leaves and from olive oil of each particular variety (some
examples are shown on figures 1a–d). Loci 10 and 11, along with
microsatellites 27, 51, 38 and 46 have shown a good performance,
with an easily-scored pattern, allowing discriminating five out of
the six haplotypes on DNA isolated from olive oils, in agreement
with the results previously described for olive trees [30]. Therefore,
these molecular markers can be used for both genotyping
cultivated and wild olive trees, as well as for discrimination
analyses of olive oils (Table 3).
Sometimes, loci 1, 19 and 57 showed unclear amplification
profiles when amplified from oil samples (Figs. 2a–c). Notwith-
standing, the non expected peaks were easily identifiable and non-
repetitive across the amplifications. On the other hand, for a given
primer pair, the amplificability was not alike for the olive oil DNA
of different varieties (data not shown). This could be attributed to
chemical differences between the olive oils, including inhibitors
that could interfere with the PCR. Indeed, we have found that
different unwanted compounds as polyphenols and polysaccha-
rides may co-precipitate in the process of olive oil extraction,
depending on the olive tree variety (data not shown).
These facts, in combination with the presence of degraded DNA
and the primer design limitations may explain some inconsisten-
cies between leaf and oil DNA amplifications (i.e., due to
difficulties to confidently score allele size on some loci for oil olive
PCR), as other authors have also found [25]. This is expected, due
to the potential difficulty to isolate and amplify DNA from olive
oil, which is mostly an hydrophobic substance with tiny amounts
of water droplets from the olive fruit juice extraction process
(where the DNA resides). In our study, as described in the
’Materials and Methods’ section, the inconsistencies were primer-
dependent and were present in three of the nine selected plastid
markers (loci 1, 19 and 57). For these three loci, the amplification
reactions had to be replicated in order to obtain a confidently
scorable pattern of alleles on olive oil DNA. It is important to note
that the scorable alleles always matched with the alleles scored on
the corresponding olive plant leaf. From these three markers, only
locus 19 is necessary for the differentiation of the six haplotypes.
Previous studies with genomic SSR molecular markers have also
found unspecific amplifications as well as missing alleles
[22,37,38]. Other authors have found a correspondence in the
genotyping profiles between DNA isolated from olive leaves and
oils on up to 50% for a total of 222 comparisons [26]. There is a
general agreement that mis-amplification and drop-out alleles are
due to a low DNA concentration coupled with an excessive
degradation of such DNA in the olive oil. Interestingly, we have
not observed any allelic drop-out. This may be due to the fact that
the cpDNA is more easily recoverable from the olive oil than the
nuclear DNA for the reasons outlined above [30], which further
supports its advantage for forensic studies. In addition, only one
cpDNA allele is expected to be amplified excluding the possibility
of drop-out alleles due to competitive amplification of alleles with
different size as on nuclear loci.
Additionally, since the olive oil contains both scarce amounts of
highly degraded DNA, due to the hydrophilic nature of the DNA
in an hydrophobic matrix, the olive oil extraction procedure and
the time of storage after milling [39], and the possible presence of
inhibitors and other substances that may hinder the PCR
performance, the amplification of short amplicons (e.g., about
200 bp or shorter) is highly recommended, as previously
demonstrated in forensic DNA studies. Indeed, the advantage of
using primers generating shorter SSR products with more robust
amplifications has been previously reported when comparing
standard and shorter amplicons for nuclear SSR loci DCA14 and
EMO30 on both olive leaf and oil [26]. Therefore, PCR primers
were designed to amplify short DNA segments (87 to 224 bp;
[30]), and they generated robust PCR amplifications in most cases
(Table 2 and Fig. 1).
The Utility of Rare Haplotypes
The selected loci for this work correspond to non-coding
regions, which are more likely to show variations due to neutral
random mutation events. However, the polymorphism detected
was low in the eight olive tree plastid genomes sequenced [30],
being not enough to assign each cultivar to a different haplotype
(Table 3). For instance, Besnard et al. [30] have shown that
‘Frantoio’ and ‘Manzanilla de Sevilla’ have exactly the same
chloroplast genome sequence probably due to a shared ancestral
maternal origin in the Near East [40]. Here, the 15 analyzed
monovarietal olive oils could be classified into six haplotypes, with
‘Farga’ (‘Milenaria’ and ‘Canetera’), ‘Picholine Languedoc’ and
‘Lechı´n de Sevilla’ being associated to unique ones. Actually, a
dataset of cpDNA haplotypes is already available for 534 olive
cultivated genotypes from all the Mediterranean countries [40].
While 80% of cultivars show haplotype E1.1 (which is thus not
really useful to discriminate varieties), it was shown that haplotypes
E1.3 (‘Blanqueta’ and ‘Villalonga’), E2.1 (‘Picholine Languedoc’),
E2.3 (‘Lechı´n de Sevilla’) or E3.1 (‘Farga’) are rare in cultivated
olive (with frequency inferior to 5%). Therefore, these rare
haplotypes may be used for traceability of such olive oil varieties.
In our study, we have also included two local accessions referred as
’acebuchinas’ in this study (Table 1), since they are currently used
for the production of commercial olive oil in southern Spain, due
to their relevant dietetic properties, including organoleptic, and
healthy ones, like their antioxidative potential. Besides, being olive
trees with small fruits, their yield is very low, and thus especially
prone to fraudulent mixing with other oils. They also represent
interesting candidates to assess the possibility of finding new alleles,
since more cpDNA variation is expected in local varieties,
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particularly in potential olive last glacial maximum refugia such as
Andalusia [40]. Indeed, this approach allowed to determine that
the local ‘acebuchinas’ showed haplotype E2-3. On the 534
Mediterranean cultivars [40], this haplotype was detected only
once (in ‘Lechı´n de Sevilla’). It thus displays a high discriminating
power, and the use of our cpDNA markers can easily allow
detection of frauds in this case.
Concluding Remarks
In summary, the main goal of this work has been to ascertain
the utility of cpDNA molecular markers for the development of a
methodology to assess the authenticity of olive oil, allowing the
identification of the PDO and PGI labels. Based on our results, it
was possible to establish that four loci are enough to properly
classify cultivars into the six haplotypes described here. One of the
possible combinations using loci 11, 10, 51 and 19, is shown in
Figure 3. To our knowledge, this is the first report of the
development of molecular markers based on cpDNA polymor-
phisms for the traceability of the olive oils. The described
methodology can be used for the varietal traceability of four
commercial oils, three of them belonging to recognized PDO. Our
results can be helpful to complement other molecular analyses
based on nuclear polymorphisms, contributing towards the
development of a reference dataset of molecular markers for the
Mediterranean olive trees, including both cultivated and wild
varieties.
Supporting Information
Table S1 Replications required for achieving suitable
patterns for oil DNA for loci 1, 19 and 57 per olive
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En la primera publicación de esta tesis (Perez-Jiménez et al. 
2012) se llevó a cabo la caracterización molecular mediante 21 nuSSR 
de germoplasma local de higuera localizado en la Sierra de la 
Contraviesa (Alpujarra Baja, Granada). Este estuvo compuesto por 57 
cultivares pertenecientes a 12 denominaciones locales y 15 
variedades comerciales, que fueron usadas como grupos de 
referencia. El análisis molecular utilizando dichos marcadores 
microsatélite reveló un número total de 77 alelos, variando entre dos 
y nueve, dependiendo del locus. El número medio de alelos fue de 
3,6, mientras que el contenido de información polimórfica (PIC; del 
inglés “Polymorphism Information Content”) fue de 0,456; próximo a 
0,5, lo que indica que se trata de marcadores moleculares muy 
informativos (Botstein et al. 1980). 
Los valores de heterocigosidad esperada (He) y observada 
(Ho) fueron similares en la mayoría de los casos (la Ho fue mayor o 
menor que la esperada en cinco y cuatro marcadores, 
respectivamente). Estos resultados indican que el germoplasma 
analizado posee un elevado nivel de variabilidad genética. Ello está 
de acuerdo con el hecho de que se trata de poblaciones que no han 
estado sometidas a programas de selección y mejora, por lo que 
presentan una alta diversidad genética, que suele ser típica de 
poblaciones naturales. Por tanto, esta amplia biodiversidad podría 
ser utilizada para programas de mejora en un futuro. 
El análisis mediante estos marcadores microsatélite mostró la 
existencia de “loci diagnóstico”; es decir, alelos únicos que fueron 
observados sólo en una de las variedades locales analizadas. Esto 
evidenció la importancia de estos loci para su uso en la 
discriminación varietal del germoplasma analizado. 
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El análisis de variabilidad genética, así como las relaciones 
entre el germoplasma local y las variedades de referencia fue 
visualizado a través de un dendrograma (árbol filogenético), 
utilizando el método de ligamiento promedio (UPGMA; del inglés, 
“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean”). Para evaluar 
en qué medida el dendrograma reflejaba las relaciones originales de 
afinidad entre las variedades analizadas, fue calculado el coeficiente 
de correlación cofenética (CCC). El valor de r = 0,85 reflejó una 
buena representación y eficiencia del método de agrupamiento 
usado, al ser próximo a 1 (Sokal y Rohlf 1962). 
En el dendrograma se pudieron observar tres agrupaciones 
principales. El grupo I englobó a los “cabrahígos” y a la 
denominación local higuera “Roela”, pero a ninguna variedad de 
referencia. Aunque la denominación higuera “Roela” no es de las 
más abundantes en la zona estudiada, es apreciada por producir 
unas infrutescencias jugosas. Por lo tanto, su identificación y 
caracterización podría contribuir a su conservación in situ. 
El grupo II incluyó a las higueras tempranas, tradicionalmente 
conocidas como breveras o bíferas, y a la denominación local 
higuera de “Pascua”. Esta última, aunque también produce dos 
cosechas anuales, ambas son de higos, en lugar de una primera de 
higos y otra segunda de brevas, como en el caso de las higueras 
tempranas. A nivel molecular, aparecieron relacionadas con la 
variedad de referencia “Lampeira”. Las higueras tempranas quedaron 
subdivididas, a su vez, en dos subgrupos: uno formado por las 
“Breveras Blancas”, y otro que englobó a las “Breveras Moradas” y las 
“Breveras Negras”. Según las relaciones que fueron observadas en el 
dendrograma, las primeras mostraron similitud con la variedad 
comercial “Dauphine”, mientras que las segundas aparecieron 
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genéticamente relacionadas con las variedades de referencia “Collar” 
y “Mission”. Estas relaciones, así como el grado de variabilidad 
observado, podrían ser usados para establecer una estrategia de 
conservación de estas denominaciones. 
Por último, en el grupo III quedaron incluidas las restantes 
denominaciones; a saber: higuera de “Cobre”, de “Ayuela”, de “Carne 
Colorá”, de “Regalo”, “Blanca de Pasa”, “Calabacilla Blanca” y 
“Calabacilla Negra”. Estas denominaciones locales no aparecieron 
relacionadas con ninguna de las variedades de referencia incluidas 
en el estudio, lo que sugiere el probable origen autóctono de las 
mismas. De la denominación local higuera de “Carne Colorá” se han 
encontrado escasos y dispersos pies de planta, por lo que en este 
caso la elaboración de una estrategia de conservación in situ es 
urgente. 
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En la segunda publicación de esta tesis (Pérez-Jiménez et al. 
2013) se evaluó la utilidad de nueve secuencias cloroplásticas de 
microsatélites e inserciones/deleciones para la identificación de 
olivos y trazabilidad de sus aceites de oliva. Las mismas fueron 
seleccionadas tras la secuenciación de ocho genomas de dicho 
orgánulo del género Olea (Besnard et al. 2011). 
Con estos marcadores se logró amplificar tanto ADN extraído 
de hoja como de aceite de oliva. Los productos de amplificación 
permitieron discriminar las combinaciones alélicas correspondientes 
a los seis haplotipos descritos previamente (Besnard et al. 2011). 
Como era de esperar, la mayoría de las variedades analizadas 
presentaron los haplotipos más comunes: E1-1 (“Arbequina”, 
“Frantoio”, “Hojiblanca”, “Manzanilla de Sevilla” y “Picual”) y E1-2 
(“Galega Vulgar”, “Gordal Sevillana”, “Toffahi” y “Zaity”). El resto de las 
variedades analizadas quedaron englobadas en los haplotipos E1-3 
(“Blanqueta y “Villalonga”), E2-1 (“Picholine Languedoc”), E2-3 (“Lechín 
de Sevilla”, “Acebuche-2” y “Acebuche-5”) y E3-1 (“Farga Milenaria” y 
“Farga Canetera”). 
Para la mayoría de los loci analizados (10, 11, 27, 38, 46 y 51), los 
perfiles de amplificación de ADN hoja y de aceite de oliva de una 
misma variedad fueron coincidentes. La combinación de estos seis 
marcadores permitió discriminar cinco de los seis haplotipos 
mencionados anteriormente. Según los resultados obtenidos, estos 
marcadores moleculares pueden ser utilizados con el objetivo de 
genotipar variedades cultivadas y silvestres de olivo, así como para 
la discriminación de sus aceites de oliva. Únicamente los 
microsatélites 1, 19 y 57 mostraron ciertas incoherencias en algunas 
amplificaciones, cuando se analizó con ellos el ADN obtenido de 
hoja frente al procedente del aceite de oliva. A pesar de ello, estas 
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incongruencias fueron fácilmente detectadas y no aparecieron de un 
modo repetitivo en todas las amplificaciones. Por otra parte, también 
fueron observadas ciertas variaciones en la amplificación de estos 
marcadores, dependiendo de la variedad de aceite de oliva del que 
procedía el ADN. 
 Estas diferencias podrían ser atribuidas a las variaciones en 
la composición química de cada variedad de aceite, y muy 
especialmente a la posible existencia de inhibidores de la PCR. Las 
inconsistencias entre los perfiles de amplificación de los ADN de 
hoja y de aceite también pueden ser atribuidos a: i) baja 
concentración y calidad del ADN extraído del aceite; y ii) limitación 
que presentan los diseños de los cebadores usados, debido a la 
escasa variabilidad detectada entre los ocho genomas secuenciados 
(0,07%) (Besnard et al. 2011). El problema que presentaron los 
marcadores 1, 19 y 57 fue solventado realizando una serie de 
repeticiones, a fin de obtener unos perfiles alélicos adecuados y no 
ambiguos en el caso del ADN del aceite. A pesar de que estos 
marcadores moleculares no sean los óptimos para este tipo de 
análisis, por las limitaciones anteriormente indicadas, hay que tener 
en cuenta que únicamente el locus 19 es necesario para poder 
discriminar entre los haplotipos E1-2 y E1-3, completando así la 
discriminación de los seis haplotipos.  
Las amplificaciones inespecíficas y pérdidas de alelos han 
sido descritas previamente, en trabajos con marcadores microsatélite 
basados en secuencias nucleares (Muzzalupo et al. 2007; Alba et al. 
2009; Ben-Ayed et al. 2012). Hay que resaltar que en el trabajo de esta 
tesis (Pérez-Jiménez et al. 2013) no se detectó pérdida de alelos para 
ninguno de los loci analizados. Ello puede deberse a que los 
marcadores usados en este estudio proceden de secuencias 
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cloroplásticas, cuya representación en el ADN aislado del aceite de 
oliva es mayor que las de origen nuclear (Besnard et al. 2011). 
Por otro lado, debido a la naturaleza cloroplástica de estos 
marcadores, cabe esperar que únicamente se produzca la 
amplificación de un único alelo. De este modo, se excluye la posible 
pérdida de alelos debido a la amplificación competitiva entre los 
alelos alternativos de un mismo locus, como podría ocurrir en el 
caso de los nuSSR (Wattier et al. 1998; Kamiri et al. 2011). Como se ha 
mencionado anteriormente, la presencia tanto de compuestos 
inhibidores de la PCR, así como la escasez y el alto grado de 
degradación del ADN aislado del aceite, hacen recomendable el uso 
de marcadores moleculares que generen amplicones cortos; 
preferiblemente no mucho mayores de 200 pares de bases (pb) 
(Vietina et al. 2011). Por este motivo, los marcadores elegidos en esta 
tesis generan amplicones entre 87 y 224 pb. 
Las bondades de los nuSSR en el estudio de la autenticidad y 
trazabilidad de los alimentos han sido puestas de manifiesto con 
anterioridad. Sin embargo, conviene tener en cuenta la posible 
contribución paterna (polen) en el ADN presente en el aceite de 
oliva, evitando interpretaciones erróneas de los resultados. Así, hay 
trabajos en los que se han descrito tales alelos (Doveri et al. 2006; 
Rabiei et al. 2010; Vietina et al. 2011), aunque en otros estudios no se 
han observado (Muzzalupo et al. 2007). 
Tras comparar los perfiles de amplificación obtenidos en hoja 
con los resultantes del aceite de oliva, no se observaron alelos 
adicionales en estos últimos, lo cual está de acuerdo con su origen 
exclusivamente materno. A pesar de las ventajas evidentes y los 
resultados obtenidos con estos marcadores, el bajo grado de 
variabilidad encontrado entre los ocho genomas secuenciados de 
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los que fueron obtenidos (Besnard et al. 2011) no ha sido suficiente 
para asignar un haplotipo por variedad. En esta tesis se han logrado 
clasificar los 15 aceites monovarietales analizados en seis haplotipos. 
De ellos, únicamente “Farga” (“Milenaria” y “Canetera”), “Picholine 
Languedoc” y “Lechín de Sevilla” pudieron ser asociados de forma 
exclusiva a un haplotipo (E3-1, E2-1 y E2-3, respectivamente). 
Un reciente genotipado de 534 variedades de olivo cultivadas 
en la zona del Mediterráneo (Besnard et al. 2013) mostró un alto 
porcentaje del haplotipo E1-1, el cual no resulta de utilidad cuando se 
trata de discriminar variedades. Por otra parte, los haplotipos que 
engloban a un menor número de variedades fueron las cultivadas 
con menor frecuencia. Por lo tanto, son estos “haplotipos raros”, 
como E1-3 (“Blanqueta” y “Villalonga”), E2-1 (“Picholine Languedoc”), E2-
3 (“Lechín de Sevilla”) y E3-1 (“Farga”) los que resultan más útiles para 
ser aplicados a la trazabilidad del aceite de oliva en estas variedades. 
En el presente trabajo se decidió incluir además dos 
denominaciones locales de acebuche del sur de España. En la 
actualidad, el aceite de estos olivos silvestres explotados localmente 
se comercializa y es muy valorado por sus propiedades 
organolépticas, teniendo también un elevado precio, dada la 
dificultad de su recolección, baja producción y escaso rendimiento 
de aceite (baja relación pulpa/hueso). Por todo ello, estos aceites 
pueden sufrir también fraudes. De este modo, se ha determinado 
que los acebuches analizados poseen el haplotipo E2-3, solamente 
detectado en la variedad “Lechín de Sevilla”, lo que permite la 
detección de fraudes con otras variedades. 
 








CONCLUSIONES 
 
 
CONCLUSIONES 
 
 52 
Las principales conclusiones de esta memoria de tesis doctoral son 
las siguientes: 
 
1. Los marcadores microsatélite elegidos para el estudio de la 
agrodiversidad en higuera han permitido la caracterización de este 
germoplasma local, habiéndose detectado una alta biodiversidad. 
 
2. La existencia de alelos únicos o de diagnóstico prueba la utilidad 
de estos marcadores moleculares para la discriminación varietal del 
germoplasma de higuera analizado. 
 
3. El uso integrado de análisis morfológicos, agronómicos y 
etnobotánicos, junto con los resultados obtenidos en la 
caracterización molecular, apoyan la utilidad de los marcadores 
microsatélite, como parte de la elaboración de una estrategia de 
conservación in situ del germoplasma de higuera analizado. 
 
4. En base a los resultados obtenidos en el análisis, tanto de hojas de 
olivos como de los aceites de oliva correspondientes de cada 
variedad, se ha podido establecer que cuatro de los loci empleados 
son suficientes para clasificar las variedades analizadas en sus seis 
haplotipos correspondientes. 
 
5. Los marcadores microsatélite e inserciones/deleciones, basados 
en la genómica comparativa del cloroplasto en olivo, han sido 
evaluados por primera vez para la trazabilidad del aceite de oliva. 
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6. Los marcadores moleculares de secuencias cloroplásticas pueden 
ser aplicados a la trazabilidad del aceite de oliva, en variedades 
pertenecientes a los haplotipos raros (E1-3, E2-1, E2-3 y E3-1). 
 
7. Esta metodología de genotipado mediante marcadores 
moleculares puede ser aplicada a la trazabilidad de cuatro de los 
aceites analizados en este trabajo, siendo tres de ellos denominación 
de origen protegida. 







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